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骆 桑 春 卵 黄 原 蛋白 的 鉴定 及 cDNA 序列 分 析 
董 胜 张 , 刘 朝 良 * ， 汪 泰 初 ， 朱 保 建 


(安徽 农业 大 学 每 业 丝绸 系 ， 合 肥 230036) 


摘要 : 利用 SDS-PAGE 和 Western blot 方法 分 析 鉴 定 了 野 桑 性 Bombyx mandarina Moore 卵黄 原 重 白 , 发现 该 重 白 由 大 小 两 个 亚 基 
组 成 , 分子 量 分 别 为 175 kD 和 4 kD。 利 用 昆虫 卵黄 原 恒 白 进 化 上 的 保守 性 , 根据 家 答 的 卵黄 原生 白 cDNA 序列 设计 特异 性 引 
物 在 时 又 签 的 总 RNA 进行 RT-PCR 扩 增 ,对 于 3' 和 5’ 端 进行 RACE 扩 增 ,解析 获得 了 野 骏 每 卵黄 原 蛋 白 cDNA 全 序列 (GenBank 
登录 号 AY309967)。 该 序列 含有 5 754 个 碱 基 , 由 一 个 开放 阅读 框 组 成 ,编码 1 780 个 氨基 酸 , 卵黄 原生 白 的 氨基 酸 序 列 与 家 条 
的 同 源 性 达到 % .6% 。 在 特定 的 酶 切 位 点 (RSRR) 处 , 即 第 364 ~ 367 个 氨基 酸 位 置 , 卵黄 原 重 白 前 体 被 酶 切 为 大 小 两 个 亚 基 ， 
根据 氨基 酸 推算 的 相对 分 子 质 量 分 别 为 161.571 kD 和 4.794 kD, 如 果 考 虑 到 翻译 后 的 修饰 ,这 与 SDS-PAGE 的 结果 是 吻合 的 。 
同 源 性 分 析 表 明 , 昆虫 卵黄 原 熏 白 一 级 结构 分 化 基本 上 局 限 在 同一 目 内 , 具有 较 高 的 保守 性 。 
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Abstract: The large subunit and small subunit of vitellogenin in Bombyx mandarina were identified through SDS-PAGE 

















and Western blot, with molecular weight about 173 kD and 42 kD respectively based on high molecular weight marker. 
Several primers were designed according to cDNA sequence of vitellogenin in Bombyx mori and conservatism of insect 
vitellogenin. The cDNA sequence of vitellogenin in Bombyx mandarina (GenBank accession number: AY309967) was 
obtained through RT-PCR of the total RNA and RACE amplification of 3'-end and 9 -end， This sequence contains 9 754 
bases, an open reading frame which encodes 1 780 amino acids, and the putative cleavage sites RSRR for the proteases 
of the subtilisin family at position 364 - 367 where provitellogenin is cleaved into two subunits. The molecular weights of 
the two subunits are 161.571 kD and 40.794 kD respectively based on amino acids, which are in accordance with the 
SDS-PAGE results if modification after translation is considered. The results of homology analysis suggested that amino 
acid sequence of insect vitellogenin be highly conserved within the same order for insects. 
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昆虫 卵黄 原 和 组 白 Cvitellogenin, Vg) 是 昆 忠 卵 中 的 
主要 和 借 白 质 之 一 一 一 卵黄 磷 绰 白 (Vitellin, Vin) 的 前 
体 (Pan et al.,1969; 李 乾 君 等 , 1995)。 在 大 部 分 昆 
忠 中 , 卵黄 原 重 白 在 雌性 脂肪 体 中 合成 ,分 泌 到 血液 
中 ,被 正在 发 育 的 卵 母 细胞 通过 受 体 调 节 的 内 吞 作 
用 (receptor mediated endocytosis) 所 摄取 (Sappington 
and Railhel, 1998), 沉积 为 卵黄 磷 和 蛋白 , 占 卵黄 蛋白 
的 70% ~ 90%, 作为 以 后 胚胎 发 育 的 主要 营养 





时 桑 查 Bombyx mandarina Moore( 鲜 再 目 :得 蛾 
科 ), 又 称 野 三 , 是 桑树 叶 部 主要 害虫 之 一 。RAPD 
分 析 已 经 证 明 野 桑 重 与 家 和 蛋 Bombyx mori L. 具有 很 
近 的 亲缘 关系 (和 鲁 成 等 ,2002), 但 是 有 关 两 者 的 卵黄 
原 重 白 的 分 子 进 化 尚未 见报 道 。 家 得 的 卵黄 原 筷 白 
cDNA 序列 已 被 解析 ,含有 5 734 个 碱 基 ,一 个 开放 
阅读 框 编码 1 782 个 氨基 酸 , 并 在 RSRR( 第 363 个 氨 
基 酸 ) 处 被 酶 切 为 分 子 量 分 别 为 180 kD 和 42 kD 的 
两 个 亚 基 (Yano et al., 1994)。 野 桑 重 是 家 得 的 祖 
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先 ,我 们 通过 对 其 卵黄 原 和 蛋白 的 亚 基 组 成 鉴定 .免疫 
分 析 cDNA 的 克隆 和 序列 测定 等 , 对 二 者 在 分 子 生 
物 学 上 的 进化 关系 进行 了 分 析 考 察 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

野 桑 得 当年 $ 月 份 采 自 安徽 农业 大 学 重 场 ,于 
室内 饲养 到 吐 丝 期 。 
1.2 组 织 调制 

在 墅 桑 符 吐 丝 期 分 别 采 集 肉 雄 答 的 血液 和 脂肪 
体 。 采 集 的 血液 用 磷酸 缓冲 液 等 体积 稀释 后 , 以 
8 000 r/min 离心 5 min, 除去 血球 细胞 ,然后 取 上 清 
液 , 加 入 4 倍 体积 0.5 molLCpH 6.8) 的 Tris-HCl 组 
冲 液 (1% SDS,2% B- 琉 基 乙 醇 , 尝 酚 蓝 ), 立即 在 沸 
水 中 者 5 min, - 20%C 下 保存 , 作为 电泳 时 的 上 样 液 。 
从 墅 和 桑 符 和 家 得 雌 蛾 腹 中 取 卵 ,用 生理 盐水 漂洗 几 
次 后 , 冰 上 研磨 , 离心 后 取 上 清 液 ,以 后 的 处 理 同 血 
液 。 脂 肪 体 总 RNA 的 抽 提 采纳 AGPC acid 
guanidinium phenol chloroform ) 方法 《Sambrook and 
MacCallum; 2000)。 在 RNA 的 抽 提 与 cDNA 的 反 转 
录 中 ,操作 都 应 该 轻 缓 ,尽量 获得 较为 完整 的 野 桑 下 
卵黄 原 蛋 白 的 cDNA。 
1.3 SDS-PAGE 

采用 8% 的 分 离 胺 和 4.5 多 的 浓缩 胶 垂 直 平 板 
电泳 , 染色 用 0.025 儿 的 考 马 斯 亮 蓝 R250《50% 四 
醇 ,10% 乙酸 ), 用 脱色 液 ( 甲 醇 : 乙 酸 :蒸馏 水 = 25: 
7:28) 进 行 脱色 。 
1.4 抗体 制备 

样品 经 SDS-PAGE 后 ,根据 和 蛋白质 分 子 量 标准 ， 
切 下 家 桩 旷 黄 原 怎 白 大 小 亚 基 的 胺 条 (Yano et al.， 
1994), 然 后 用 去 离子 水 冲洗 几 次 ,加 入 少量 的 10% 
SDS 溶液 , 轻 轻 研 磨 成 糊 状 液体 , 皮下 注射 家 免 。 第 
4 次 加 强 注射 家 免 一 周 后 静脉 取 血 ,分 离 血清 ,获得 
抗体 , 然后 分 装 放 入 - 70% 冰箱 中 备用 (Zenta et 
al . ,1997)。 
1.5 免疫 

免疫 印迹 (Westerm blot) 方 法 参照 Sambrook 等 
《1989): 取 家 得 和 野 桑 得 卵 的 抽 提 物 、 野 和 桑 熏 吐 丝 
期 第 2 天 峻 和 三 的 血液 及 第 4 天 肉 熏 和 雄 重 的 血液 进 
行 SDS-PAGE 后 ,将 香 白 转移 到 甲醇 处 理 过 的 聚 偏 
气 乙 米 (PVDF) 膜 上 , 脱脂 奶粉 包 被 ,进行 一 抗 反 应 
《稀释 比 为 1 : 200), 二 抗 用 羊 抗 免 IgG 《HRP- 
conjugated, Promega), 用 DAB 显 色 。 





1.6 RT-PCR 

以 吐 丝 期 第 4 日 的 肉 和 看 脂肪 体 RNA 为 模板 ,用 
反 转 录 酶 CRevertAid? M-MuLV reverse transcriptase; 
MBI) 进行 反 转 录 , 合成 第 1 链 cDNA。 以 第 1 链 
cDNA 作为 模板 ,基于 已 解析 的 家 下 cDNA 的 碱 基 序 
列 设计 了 4 对 非特 异性 引物 ( 表 1) 分 别 对 野 桑 鼻 
cDNA 进行 扩 增 ,其 反应 条 件 为 95 变性 10 s; 共 34 
个 循环 (9S% 30 s,55C 60 s,72%C 80 s); 末 循环 为 
55°C 60 s,72°C 120 s,25°C 5 s。 用 RACE(CSMART™ 
RACE cDNA Amplification kit》《 Clontech) 的 方法 扩 增 
了 野 桑 重 卵 黄 原 重 白 cDNA 的 $ 和 3" 请 。 





表 1 RT-PCR 的 引物 序列 
Table 1 Sequence of primer of RT-PCR 


引物 编号 Primer No. 引物 序列 Sequence of primer 








P1-1(942 - 960) AGTAGATCAAGACAGTGGG 
P1-2C1 980 ~ 1 997) ACTTTGAGTATTTCGCGA 
P2-1(1 932 — 1 948) ATAGTACGAAAGCTCAAG 
P2-242 879 -2 896) CAGCCGGTTCTITATATTT 
P3-1(2 832 -2 849) AGTTITCAATAATGTTCCC 
P3-2C3 824 -3 843) CGOAAAAGCTTAGGGAATGAA 
P4-1(3 590 -3 613) TTGTGGATTTGAGTGCTAGCTIT 
P4-2C4 743 -4 761) TATATTITATGACCAGAACG 
SRACECI 152- 1 171) GAACAGTCACCAATTTAGAT 
3’RACE(4 691 — 4 711) GGOGATGATGTCAAGGAGCAAC 
1.7 测序 
cDNA 的 测序 委托 上 海 生 工 生物 技术 服务 有 限 
公司 双 问 上 自动 测序 。 


1.8 同 源 性 分 析 和 系统 树 构 建 

同 源 性 分 析 采 用 Sequencer 3.1 软件 , 氨基酸 二 
级 结构 预测 采用 Anth Pro.5.0 软件 ,系统 树 的 构建 
采用 DNA Star 中 的 Clustal 程序 的 方法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 野 桑 笃 卵 黄 原 蛋白 的 鉴定 

时 又 在 血液 . 卵 的 电泳 及 免疫 印迹 结果 见 图 1 
~3。 从 图 中 可 看 出 野 桑 一 血液 和 卵 的 内 容 物 中 均 
含有 抗 家 重 卵 黄 原 香 白 大 小 亚 基 的 两 种 多 肽 ,根据 
同一 总 科 昆 虫 卵黄 穆 香 和 白 抗 原 性 的 相似 性 及 分 子 量 
标准 CTufail et ai. ,2000), 可 推定 这 两 种 多 肽 分 别 为 
野 桑 熏 卵 黄 原 蛋白 的 两 个 亚 基 , 分 子 量 分 别 为 175 
kKD( 大 亚 基 > 和 42 kD( 小 亚 基 )。 另 外 , 雄 答 血液 中 
不 含有 卵黄 原 蛋 白 的 两 个 亚 基 , 而 且 在 雌 重 的 不 同 
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发 育 时 期 也 存在 着 差异 性 , 吐 经 期 第 4 日 的 肉 蛋 血 
液 中 卵黄 原 蛋 白 的 含量 高 于 吐 经 第 2 日 的 含量 。 
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图 1 SDS-PAGE 的 结果 
Fig. 1 Result of SDS-PAGE 

VG-H: 卵黄 息 重 白 大 亚 基 The large unit of vitellogenin: VG-L: 卵黄 
穆 重 白 小 亚 基 The small wnit of vitellogenin; M: 高 分 子 量 重 白 标准 
High molecular weight marker; 1: 家 查 卵 内 容 物 Egg abstracts of 
BB. maori:; 2: 有 对 兴 重 卵 内容 物 Egg abstracts of B. mandarina: 3: 雁 得 
自 液 ( 吐 丝 期 第 4 天》Male hemolymph in day 4 df the spinning stage in 
B. mandorina: 4: 肉 午 血液 ( 吐 些 期 第 2 天 ) Female hemolymph in 
day 2 十 the spinning stage in B. mandarina: 5: 肉 查 血液 ( 吐 丝 期 第 4 
天 2)Female hemolymph in day 4 of the spinning stage in B. mandarina. 
2. 图 3 同 The same for Figs.2-3， 


VG-L 








图 2 时 桑 重 VG-H 的 免疫 印迹 反应 
Fig. 2 Western blotting of YG-H in Bombyx marndarirs 
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图 3 野 桑 看 YG-L 的 免疫 印迹 反应 
Fig. 3 Western blotting of YG-L in Bombyx moardarir 


2.2 ”RT-PCR 结果 

RT-PCR 结果 见 图 4, 分 别 获得 了 4 条 1I000 bp 
左右 的 带 。 并 进一步 克隆 后 , 委托 上 海 生 工 生物 技 
术 服 务 有 限 公司 测序 , 拼接 获得 了 野 桑 蛋 卵 黄 原 蛋 
白 的 全 长 cDNA。 
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图 4 时 又 重 cDNA 的 RT-PCR 结果 
Fig. 4 RT-PCR result of cDNA of Bombyx madarir 
M: MADNA/ Eco4? T marker: 1: 引物 P2-1 和 FP2-2 Primer P2-1 and 
FE2-2; 2: 引物 PB4-1 和 P4-2 Primer P4-1 and P4-2; 3: 引物 PB3-1 和 
E3-2 Primer P3-1 and P3-2; 4: 引物 Pl-l 和 Pl-2 Primer P1-1 and Pl- 
2 
2.3” 野 桑 看 卵黄 原 蛋 白 cDNA 序列 分 析 
时 又 乔 卵黄 原 蛋 白 cDNA 由 5 754 个 碱 基 构 成 ， 
一 个 开放 阅读 框 CORF) ,编码 了 1 780 个 氨基 酸 ,在 
GenBank 库 中 的 登录 号 为 AY309967。N- 末 端的 序列 
中 存在 由 15 个 碱 基 构 成 的 信号 肽 序列 。 在 cDNA 
的 终止 密码 子 的 后 面 329 碱 基 处 出 现 终止 信号 多 聚 
& 附加 位 点 (AATAAA)。 由 开放 阅读 框 推 定 的 1 780 
个 氨基 酸 残 基 在 切割 位 点 RSRR( 第 364 ~ 367 个 氨 
基 酸 位 置 ) 处 ,被 切割 为 大 小 两 个 亚 基 , 根据 氨基 酸 
推算 大 小 亚 基 的 分 子 量 分 别 为 161.571 kD 和 
40.794 kD, 者 考虑 到 翻译 后 的 修饰 (Hirai et al.， 
1998), 这 与 SDS-PAGE 的 结果 一 致 。 其 中 含有 一 个 
多 聚 丝氨酸 区 ,出 现在 切割 位 点 后 的 第 17 氨基 酸 
处 , DGQR 和 GICG 分 别 出 现 在 第 1 581 和 1 597 氨基 
酸 处 ,C 末端 含有 6 个 保守 的 半 腾 氨 酸 。 
2.4 ” 野 桑 春 与 家 大 卵黄 原 蛋 白 同 源 性 比较 
对 鲜 读 目 5 种 昆虫 卵黄 原 蛋 白 的 氨基 酸 及 
cDNA 序列 同 源 性 的 比较 ( 表 2) 来 看 , 野 桑 短 与 家 午 
的 卵黄 原 蛋 白 cDNA 序列 的 同 源 性 达到 98.1%, 氨 
基 酸 的 同 源 性 也 达到 97.6%。 野 滩 看 与 家 看 卵黄 
原 蛋 白 氨 基 酸 序列 的 配 位 分 析 中 , 发 现 野 桑 鼻 卵黄 
原 蛋 白 的 氨基 酸 序 列 在 1 242 ~1 243 处 有 3 个 氨基 
酸 的 缺失 , 以 及 多 聚 丝氨酸 区 | (336 ~ 352) 明 显 有 
15 个 氨基 酸 的 变异 , 其 他 氨基 酸 具 有 和 较 高 的 保守 
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性 。 利 用 Anth Pro.5.0 对 野 又 得 与 家 得 卵黄 怕 笔 白 
氨基 酸 序列 的 二 级 结构 预测 , 结果 显示 按照 


Homologue 方法 ,发现 两 者 基本 相似 。 


表 2 ， 鳝 翅 目 5 种 昆虫 卵黄 原 蛋白 的 氨基 酸 及 cDNA 序列 的 同 源 性 ( % ) 比 较 
Table 2 Comparison of homology ( % ) among amino acids and cDNA sequences of five lepidopteran vitellogenins 





时 又 看 家 看 榜 彼 总 麻 看 钴 毒 蛾 
Bombyx mandarina ~ Bombyx mori Aniheraea pernyi Philosamia cynthia ricini Lnaniria dispar 
野 桑 鼻 Bombyx mandarina 98.1 64.1 61.9 53.2 
家 看 Bombyx mori 97.6 64.3 62.0 52.7 
丁 乔 dniheraea pernyi 59.4 60.0 81.2 54.3 
莫 麻 蛋 Philosamia cynthia ricini 59.4 59.8 82.1 53.4 
舞 毒 娥 Lyrmaniria dispar 42.8 43.2 45.1 44.5 


注 Notes: 对 角 线 以 上 数据 为 cDNA 同 源 性 ,对 角 线 以 下 数据 为 氨基 酸 同 源 性 The data above the diagonal is homology of vitellogenin cDNA, while the 


data below the diagonal is homology of its amino acids . 


2.5 系统 树 的 构建 

从 已 经 报道 的 18 种 昆虫 卵黄 原 蛋 和 白 一 级 结构 
《从 GenBank 数据 库 检 索 , 截 止 2003 年 6 月 2 日 ) 聚 
类 分 析 结 果 来 看 (图 $), 同一 目 昆虫 的 卵黄 原 蛋 白 
具有 较 高 的 同 源 性 ,从 节点 值 130 处 ,可 以 把 昆虫 分 





Biattetia germanica 
1 





185.0 





为 5 大群 ,除了 鳞 翅 目 和 双 翅 目 属于 同一 群 外 ,其 他 
各 群 中 都 只 含有 同一 目的 昆 忠 , 因此 昆 忠 卵黄 原 和 蛋 
白 一 级 结构 的 分 化 基本 上 局 限 在 同一 目 内 , 具有 较 
高 的 保守 性 。 





Antheraea pernyi 
Antheraea yamama! 
Philosamia cynthia ricini 
Bompyx mort 

Bombyx mori 

Lymantria dispar 
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图 5 18 种 昆虫 卵黄 原 蝇 白 一 级 结构 的 系统 树 


Fig. 5 Phylogenetic tree based on the entire sequence of vitellogenins in eighteen insects 


根据 同一 总 科 昆 忠 卵 黄 原 蛋 白 抗原 性 的 相似 
性 ,我 们 利用 抗 家 答 的 卵黄 原 蛋 白 大 小 亚 基 的 抗 血 
清 , 分 别 从 时 又 三 的 血液 和 卵 中 鉴定 出 对 应 的 野 桑 
三 卵 黄 原 和 蛋白 的 大 小 两 个 亚 基 ,根据 分 子 量 标准 ,可 
算出 大 小 亚 基 的 分 子 量 分 别 为 175 kD 和 42 kD 
CChen and Raikhel, 1996)。 利 用 家 每 与 对 又 看 的 亲 


缘 关 系 以 及 昆 忠 卵黄 原 蛋 白 进化 上 的 保守 性 
(Comase et al. ,2000) ,我 们 根据 家 熏 的 卵黄 原 筷 白 
cDNA 序列 设计 引物 ,进行 PCR 扩 增 、 测 序 , 从 而 解 
析 获 得 了 野 桑 看 卵黄 原 蛋 白 的 cDNA 全 序列 。 该 序 
列 含 有 一 个 开放 阅读 框 ,编码 1 780 个 氨基 酸 , 卵黄 
原 和 蛋白 的 cDNA 全 序列 与 家 和 三 的 同 源 性 达到 
98.1%, 同 其 他 绢 丝 昆虫 也 具有 较 高 的 同 源 性 。 在 
家 熏 和 野 桑 熏 卵 黄 原 蛋白 的 氨基 酸 配 位 比较 中 ,我 
们 发 现 野 桑 熏 卵 黄 原 蛋 和 白 的 氮 基 酸 在 1 242 位 置 出 
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现 了 3 个 毛 基 酸 的 缺失 ,这 在 其 他 同类 昆虫 中 较为 
少见 ,对 于 研究 蛋白 质 的 进化 有 一 定 的 参考 价值 。 
在 多 聚 丝 氨 酸 区 ,时 又 盘 与 家 和 青 也 有 和 较 大 的 变化 ,家 
恒 含 有 2 处 , 而 野 和 又 得 只 有 1 处 ,这 可 能 由 于 多 聚 丝 
氨 酸 区 的 进化 速率 高 于 卵黄 原 蛋 白 基 因 的 其 他 部 分 
(Sappington and Railhel, 1998)。DGQR 和 GICG, 以 及 
后 面 的 半 腾 氮 酸 残 基 都 具有 保守 性 ,它们 可 能 决定 
着 卵黄 磷 蛋 白 正 确 结构 的 形成 及 作用 的 发 挥 CTufail 
et al . ,2000; Liu et al.,2001)。18 种 昆虫 卵黄 原 和 蛋 
白 聚 类 分 析 的 结果 说 明 , 昆虫 卵黄 原生 和 白 一 级 结构 
的 进化 上 具有 较 好 的 保守 性 ,尤其 是 同一 目的 昆虫 ， 
因此 能 提供 昆虫 进化 的 分 子 机 制 的 信息 ,有 助 于 分 
类 学 判断 。 
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